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(57) Abstract 

Receptor binding assay to determine TSH receptor autoantibodies in a biological sample, in which a preparation of a recombinant TSH 
fusion receptor as TSH receptor preparation is used, which is extended by one peptide radical as compared to a functional TSH receptor, 
wherein said pe ptide radic al (i) ha s a lab el, or can be selcctivelvjabellcd and/or (ii) can be immobilized or is immovable by binding with 
a selective binding partner, for i nstanceTa monoc lon al ant iboclv. a met al-chelat e resin or a biojin-binding protein withou t significantly 
impairing the require^ functionality^ of th eJESiljgcepK^^ Furthena^r ecombuiant isH fusion recepror wm cir 

has the^niiu oactd sequence of a func t ional human TSH recept or, which is extended bv one pcpTicic radical with the properties cited su pni^ 
specially one which has been produc ed by" using a vacc inia virus/HeLa cells exp ression systcnTT~ 
. — . ■ ~ ■ v 

(57) Zusammcnfassung 

Rezcptorbindungsassay zur Bcstimmung von TSH-Rezeptor-Autoantikorpern in einer biologischen Probe, bei dem man als 
TSH-Rezeptor-Praparation eine Preparation eines rekombinanten TSH-Fusionsrezeptors vei*wendet, dcr gegenuber eineni funktionalen 
TSH-Rczeptor urn einen Peptidrest verlangert ist, wobei dieser Peptidrest (i) eitic Marlderung aufweist odor selektiv markierbar ist und/oder 
(ii) durch Bindung an einen selektiven Bindungspailner, z.B. einen monoklonalen Antikorpcr, cin Mctallchclatharz oder ein biotinbindendes 
Protein, immobilisiert oder immobilisierbar ist, ohne da(S die filr den Rezeptorbindungsassay erforderliche Funktionalital des TSH~Rezeptors 
signifikant becintrachtigt ist. Fenier ein rekombinanter TSH-Fusionsrezeptor, dcr die Aminos auresequenz eines funktionalen humanen 
TSH-Rezeptors aufweist, die urn einen Peptidrest mit den genannten Eigenschaften verlangert ist. insbesondere ein solcher, der untcr 
Verwcndung eines Vacciniavims/HeLa-Zellen-Expressionssystems hergesteUt wurde. 
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Rezeptorbindungsaseay, fur den RezeptorbindungBassay 
geeigneter rekombinanter Fusionsrezeptor , Vektor zu dessen 
Herstellung sowie Reagenziensatz fur die Durch.fuh.znng des 

Rezeptorbindungsassays 



Die vorliegende Erf indung betrif f t einen Rezeptorbindungsassay, 
insbesondere zur Bestimmung von TSH-Rezeptor-Autoantikorpern 
in einer biologischen Probe, unter Verwendung von rekombinanten 
Fusionsrezeptoren, die zur Bestimmung von TSH-Rezeptor- 
Autoantikorpern mit Hilfe eines derartigen Assays erforderli- 
chen rekombinanten TSH-Fusionsrezeptoren , einen Vacciniavirus- 
Vektor zur Herstellung derartiger Fusionsrezeptoren und einen 
Reagenziensatz (Kit) zur Durchf uhrung eines erf indungsgemafien 
Rezeptorbindungsassays . 

Es ist bekannt, biologisch aktive Substanzen, deren Anwesenheit 
und/oder Menge in einer biologischen Probe, und zwar einer 
flussigen oder verf lussigten biologischen Probe, gemessen 
werden soil, mit Hilfe von Best immungs verf ahren (Assays) zu 
bestimmen, bei denen spezifische Binder fur die zu bestimmende 
Substanz in Kombination mit weiteren Reagenzien wie markierten 
Kompetitoren, Immobilisierungsreagenzien, Fallungsreagenzien 
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und/oder Markierungsreagenzien zum Einsatz kommen. Die 
bekanntesten derartigen Bestimmungsverf ahren sind dabei 
immundiagnostische Bestimmungsverf ahren (Immunoassays) , bei 
denen spezif ische Bindungen vom Antigen-Antikorper-Typ genutzt 
werden. Auch wenn es in Einzelf alien aufgrund der Natur der zu 
bestimmenden oder als Kompetitoren zu verwendenden Antigenmole- 
kiile nicht einfach sein kann, Bestimmungsverf ahren zu entwik- 
keln, die alle Anf orderungen fur einen Routineeinsatz in der 
klinischen Praxis erfullen, so bereitet es doch in der Regel 
keine grundsatz lichen Schwierigkeiten, derartige Assays so zu 
gestalten, dafi am Ende der Bestimmung ein Reaktionsprodukt , das 
Markierungsanteile enthalt und damit eine Information iiber die 
Anwesenheit und/oder Menge der zu bestimmenden Substanz 
liefert, an eine feste Phase gebunden vorliegt, z.B. an die 
Wande eines Testrdhrchens . Insbesondere ist es in der Regel 
nicht besonders schwierig, als Bestandteil eines solchen Assays 
verwendete spezif ische Binder vom Antikorpertyp ohne Beein- 
trachtigung ihrer fur das Bestimmungsverf ahren wichtigen 
spezifischen Bindungsfahigkeit direkt oder indirekt zu 
markieren und/oder zu immobilisieren. 

Anders liegen die Verhaltnisse im Falle von Rezeptorbindungs- 
assays, d.h. im Falle von Bestimmungsverf ahren (Assays), bei 
denen wenigstens einer der spezifischen Bindungspartner ein 
Rezeptor ist . Die Bindung von Biomolekiilen von peptidischer 
oder proteinischer Natur, z.B. von Hormonen oder auch Auto- 
antikorpern, an Rezeptoren ist in der Regel sehr komplexer 
Natur, und die Ausbildung einer spezifischen Bindung zwischen 
Rezeptor und Biomolekul ist sehr viel empf indlicher gegeniiber 
strukturellen Veranderungen insbesondere des Rezeptors, als das 
bei einem iiblichen Bindungspaar Ant igen/Antikorper der Fall 
ist. Versuche, Rezeptoren zu immobilisieren und/oder zu 
markieren, fiihren in der Regel zu strukturellen Veranderungen, 
die die Funktionalitat von Rezeptoren stark beeintrachtigen. 
Das fuhrt dazu, daS zahlreiche Assay-Grundtypen, die bei 
Immunoassays unter Ausnutzung einer Antikorper/Ant igen- Bindung 
zur Verfiigung stehen, fur die Durchfiihrung von Rezeptorbin- 
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dungsassays in der Praxis nicht genutzt werden konnen. 

In dem Patent DE 4 3 28 070 CI ist ein Typ eines Rezeptorbin- 
dungsassays, der nach der Coated -Tube -Technik arbeitet, 
beschrieben, bei dem die Schwierigkeit der Herstellung von 
markierten bzw. imraobilisierten funktionalen Rezeptorprapara- 
tionen dadurch umgangen wird, dafi man an die Pestphase 
Bestandteile eines kompetitierenden Reaktionsys terns bindet, das 
gewissermafien einen "Schatten" der eigent lichen Rezeptorbin- 
dungsreaktion darstellt. Fur die Schaffung von Assays fur die 
klinische Routinediagnostik hat sich das of fenbarte Verfahrens- 
prinzip jedoch als zu kompliziert und daher wenig praktikabel 
erwiesen. Auf die allgemeinen Ausfiihrungen in der genannten 
Patentschrif t zur Problematik von Rezeptorbindungsassays im 
allgemeinen und von solchen zur Bestimmung von TSH-Rezeptor- 
Autoantikorpern im speziellen wird erganzend ausdrucklich Bezug 
genomraen . 

Aus der EP-B-0 488 170 sind ferner zellfreie Rezeptorbindungs- 
tests bekannt, bei denen rekombinante Fusionsrezeptoren aus 
einem aminoterminalen Rezeptorprotein und einetn Tragerprotein, 
insbesondere dem konstanten Teil (Fc) der schweren Kette eines 
Immunglobulins, eingesetzt werden, die mittels eines Antiserums 
oder eines monoklonalen Antikorpers an eine feste Phase 
gekoppelt sind. Die diskutierten Rezeptoren gehoren nicht zur 
Klasse der hochmolekularen G-Protein gekoppelten Glykoprotein- 
Rezeptoren. Ferner ist eine Immobilisierung durch Bindung eines 
Tragerproteins , das der Fc-Teil eines Immunglobulins ist, fur 
Rezeptorbindungsassays, mit deren Hilfe Autoantikdrper bestimmt 
werden sollen, wenig geeignet, da die Autoantikdrper selbst zu 
den Immunglobulinen gehoren und mit dem Immobilisierungssystem 
wechselwirken konnen . 

Zu den Rezeptoren, die bisher beim Versuch ihrer Immobilisie- 
rung und/oder Markierung in ihrer Funktionalitat so beein- 
trachtigt wurden, dafi sie bisher weder in immobilisierter noch 
in direkt markierter Form fur Bestimmungsverf ahren vom 
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Rezeptorbindungsassay-Typ verwendet werden konnten, gehort 
insbesondere auch der TSH-Re2eptor . 

Rezeptorbindungsassays, bei denen als spezifischer Binder TSH- 
Rezeptor -Praparationen verwendet werden, bilden den eigentli- 
chen Schwerpunkt der vorliegenden Erfindung. Das schlieSt es 
jedoch nicht aus, da£ die nachfolgend prasentierten Erkennt- 
nisse und vorteilhaf ten Ergebnisse, die mit modif izierten TSH- 
Rezeptoren gemaiS der vorliegenden Erfindung erhalten wurden, 
auf andere Falle direkt iibertragen werden konnen, insbesondere 
auf solche Falle, bei denen Rezeptoren verwendet werden, die 
dem gleichen Substanztyp angehoren wie der TSH-Rezeptor. 

Der TSH-Rezeptor ist ein in der Schilddrusenmembran lokalisier- 
ter Rezeptor, an den das von der Hypophyse ausgeschiittete 
Hormon TSH ( Thyroid- stimulierendes Hormon oder Thyreotropin) 
bindet und dadurch die Ausschuttung der eigent lichen Schild- 
drtisenhormone , insbesondere des Thyroxins, auslost. Der TSH- 
Rezeptor gehort zur Rezeptor-Familie der G-Protein-gekoppelten 
Glykoprotein-Rezeptoren mit einer groSen aminoterminalen extra- 
zellularen Domane, zu der auch der LH/CG- und der FSH- Rezeptor 
gehoren. Eine Aufklarung der chemischen Struktur des TSH- 
Rezeptors, d.h. der Sequenz der fur inn codierenden DNA sowie 
der daraus ableitbaren Aminosauresequenz des Rezeptors selbst, 
gelang Ende 1989 (vgl . Libert F. et al . , Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 165: 1250-1255; Nagayama Y . et al . , Biochem. Biophys. 
Res. Commun. 165: 1184-1190; vgl. auch EP-A-0433509 bzw. WO-A- 
91/09121; sowie WO-A-91/09137; WO-A- 91/1073 5 und WO- A- -91/03483 ; 
ferner Yu j i Nagayama & Basil Rapoport, in: Molecular Endocrino- 
logy, Vol. 6 No. 2, S. 145-156 und die darin zitierte Litera- 
tur) . Mit der Verf iigbarkeit der £iir den humanen TSH-Rezeptor 
codierenden cDNA gelang die Expression des rekombinanten 
humanen TSH-Rezeptors in einer Vielzahl verschiedener Ex- 
pressionssysteme . Dabei zeigte es sich, daS ein funktionaler 
humaner TSH-Rezeptor voller Lange anscheinend nur in Sauge- 
tierzellen exprimiert werden kann, und zwar sowohl transient 
als auch in Form stabiler Zelllinien (vgl. z.B. Loos, U. et al . 
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in: Eur. J. Biochem. 232, S. 62-65 (1995); oder Matsuba T. et 
al., J. Biochem. 118, S. 265-270 (1995). und darin zitierte 
Literatur) . 

Gegen den TSH-Rezeptor konnen Autoantikorper gebildet werden, 
die fur verse hie dene Autoimmune rkrankungen verantwortlich sind, 
wobei sogenannte stimulierende Autoantikorper/ die zu einer als 
Morbus Basedow (englisch: Graves' disease) bekannten Schild- 
drusenuberfunktion fiihren, fur die klinische Diagnostik 
besonders wichtig sind. Ein zur Bestimmung derartiger Autoanti- 
korper im Handel befindlicher bekannter Assay ist der TRAK- 
Assay® der Firma B .R. A.H.M. S Diagnostica GmbH. 

Zur Bestimmung von TSH-Rezeptor -Autoantikorpern wird nach dem 
herkommlichen Verfahren so vorgegangen, dafi man die zu 
bestimmenden Autoantikorper aus einer Serumprobe in flussiger 
Phase mit einem radioaktiv markierten bovinen TSH-Kompetitor 
urn die Bindungsstellen eines Detergens-solubilisierten porcinen 
TSH-Rezeptors konkurrieren lafit {vgl. Southgate, K . et al . , 
Clin. Endocrinol. (Oxford) 20, 539-541 (1984); Matsuba T. et 
al., a.a.O.; Produkt information zum TRAK-Assay® der Firma 
B.R.A.H.M.S Diagnostica GmbH) . Urn das an die Rezeptor- Prepara- 
tion gebundene markierte TSH zu bestimmen, wird nach Abschlufi 
der Inkubation der TSH-Rezeptor mit einem Fallungsreagens und 
einem anschlieSenden Zentrifugierschritt von der flussigen 
Phase abgetrennt. Die Bestimmung des Re zep tor- gebundene n 
markierten TSH erfolgt durch Messung der im Sediment gebundenen 
Radioaktivitat . 

Durch die Verf iigbarkeit von rekombinanten humanen TSH-Rezeptor - 
Praparationen hat sich an diesem Assay-Design nichts geandert . 
Soweit die in den verschiedenen Expressionssystemen erhaltenen 
rekombinanten humanen TSH-Rezeptoren iiberhaupt funktionale 
Rezeptoren waren, wurden die daraus gewonnenen TSH-Rezeptor- 
Praparationen in ahnlichex Weise in solubilisierter Form 
eingesetzt wie e.lne herkommliche porcine TSH-Rezeptor -Prapara- 
tion. AuiSerdem wurde zu' wissenschaft lichen Zwecken die 
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Funktionalitat der exprimierten Rezeptoren auch an den ganzen 
transf ormierten Zellen gemessen. 

Die Freisetzung der rekombinanten humanen TSH- Rezeptoren aus 
den Wirtszellen, z.B. CHO- oder COS-Zellen, mit Hilfe von 
Detergenzien erwies sich aufgrund der Wachstumseigenschaf ten 
derartiger Zellen als schwierig und war von einer teilweisen 
proteolytischen Spaltung des rekombinanten Rezeptors begleitet, 
und die erhaltenen Praparationen waren ebensowenig ohne 
Funktionalitatsverlust immobilisierbar Oder markierbar wie die 
bisherigen, aus biologischem Material gewonnenen TSH-Rezeptor- 
Praparationen, so daS durch die Verwendung rekombinanter TSH- 
Rezeptor- Praparationen keine Anderungen des traditionellen 
Bestimmungsverfahrens ermoglicht wurden. Die Notwendigkeit , bei 
alien bisher bekannten Verfahren einen Fallungs- und Zen- 
trifugationsschritt durchzuf iihren, belastet jedoch die 
Routinebestimmung von TSH-Rezeptor-Autoantikorpern im klini- 
schen Laboralltag, und aufierdem ist sie ein Hindernis fur eine 
Automat isierung derartiger Best immungen, z.B. unter Verwendung 
von an sich bekannten automat ischen MeBsystemen. 

Im Rahmen der vorliegenden Anmeldung wird unter einem "funktio- 
nalen Rezeptor" ein Rezeptor verstanden, der die fur die 
Durchfiihrung eines Rezeptorbindungsassays erforderliche 
Funktionalitat aufweist, d.h. die Eigenschaf t , sowohl den 
Kompetitor, in der Regel TSH, als auch die gesuchten Auto- 
antikorper zu binden. Die Fahigkeit zur cAMP-Stimulation ist 
demgegemiber ohne gro£ere Bedeutung. Wenn ferner davon 
gesprochen wird, daS die Funktionalitat des TSH-Rezeptors durch 
einen zusatzlichen Peptidrest und/oder durch I mmobil isierung 
bzw. Markierung nicht beeintrachtigt ist, bedeutet das nicht, 
dafi Eigenschaf ten wie z.B. Bindungsaf f initaten in jeder 
Hinsicht, insbesondere in quant itativer Hinsicht, mit den 
entsprechenden Eigenschaf ten von Vergleichsrezeptoren naturli- 
chen oder rekombinanten Ursprungs identisch sein mussen. 
Abweichungen bei Eigenschaf ten, die sich nicht entscheidend auf 
das fur die Praxis wichtige Verhalten der Rezeptorpraparation 
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in einem der nachfolgend geschilderten Rezeptorbindungsassay 
auswirken, sind nicht als "Beeintrachtigung" anzusehen. Ein 
funktionaler Rezeptor kann die vollstandige Aminosauresequenz 
eines natiirlich vorkommenden Rezeptors enthalten, eine 
5 funktionale Teilsequenz davon oder eine Sequenz oder Teilse- 

quenz, bei der ein Teil der natiirlich vorkommenden Aminosauren 
durch andere ersetzt oder weggelassen ist oder diese durch 
Einschube get remit sind, wenn dadurch die wie oben definierte 
Funktionalitat nicht beeintrachtigt wird. 

10 

Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, einen Rezeptor- 
bindungsassay, insbesondere einen Rezeptorbindungsassay zur 
Bestimmung von TSH-Rezeptor-Autoantikorpern, zu schaffen, bei 
dem mit einem funktionalen Rezeptor, insbesondere TSH- Rezeptor, 
15 gearbeitet werden kann, der immobilisierbar und/oder markierbar 

ist, so dafi Verfahrens-Grundtypen, bei denen mit immobilisier- 
ten oder markierten spezifischen Bindern gearbeitet wird, auch 
fur Rezeptorbindungsassays zur Anwendung gelangen konnen. 

20 Es ist eine we it ere Aufgabe der vorliegenden Erfindung, die 

dafur erforderlichen funktionalen Rezeptorpraparationen und die 
Mittel zu deren Herstellung zu schaffen. 

Schliefilich ist es auch Aufgabe der vorliegenden Erfindung, 
25 Reagenziensatze (Kits) zu schaffen, die die fur Rezeptorbin- 

dungsassays neuartigen Bestimmungsverf ahren verkorpern, 
insbesondere solche, bei denen die Coated Tube-Technik bzw. 
Mikrotiterplatten-Technik fur den Bereich der Rezeptorbindungs- 
assays zur Anwendung kommt . 

30 

Diese Aufgaben werden bei einem Rezeptorbindungsassay zur 
Bestimmung von TSH-Rezeptor-Autoantikorpern in einer biologi - 
schen Probe, insbesondere einem Humanserum, und zwar ent- 
sprechend einer allgemeinen Definition derartiger Rezeptor - 
3 5 bindungsassays im weitesten Sinne gemaE Oberbegriff von 

Patentanspruch 1, dadurch gelost, da£ man als TSH-Rezeptor- 
Praparation eine Preparation eines rekombinanten TSH-Fusions- 
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rezeptors, insbesondere eines rekombinanten humanen TSH- 
Fusionsrezeptors, verwendet, der gegeniiber dem entsprechenden 
natiirlich vorkommenden funktionalen TSH-Rezeptor, insbesondere 
gegeniiber dem natiirlich vorkommenden funktionalen TSH-Rezeptor 
voller Lange oder einem funktionalen Fragment davon, urn einen 
endstandigen oder als Einschub vorhandenen Peptidrest ver- 
langert ist, wobei dieser Peptidrest (i) eine Markierung 
aufweist oder selektiv markierbar ist und/oder (ii) durch 
Bindung an einen immobilisierten selektiven Bindungspartner 
itnmobilisiert oder immobilisierbar ist, ohne daS die Funktiona- 
litat des TSH-Rezeptors beeintrachtigt ist. 

Vorteilhaf te Ausgestaltungen eines derartigen Rezeptorbindungs- 
assays sind den Unteranspriichen 2 bis 13 zu entnehmen bzw. 
ergeben sich fur den Fachmann aus den nachf olgenden Erlauterun- 
gen . 

Die Erfindung betrifft femer fur derartige erf indungsgemafee 
Rezeptorbindungsassays erf orderliche rekombinante TSH-Fusions- 
rezeptoren getnaS Anspruch 14 bzw. den Unteranspriichen 15 bis 
19 und einen fiir die Herstellung eines solchen rekombinanten 
TSH-Fusionsrezeptors in Warmbliiterzellen geeigneten Vacciniavi- 
rus-Vektor gemaS den Anspriichen 20 bis 22. 

Die Erfindung betrifft ferner in verallgemeinerter Form auch 
Rezeptorbindungsassays nach Anspruch 23 und den Unteranspriichen 
24 und 25. 

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung auch einen Reagen- 
ziensatz (Kit) gemafi Anspruch 26, der als einen Bestandteil 
eine Festphase, insbesondere Coated Tubes, mit einem daran 
immobilisierten funktionalen Fusionsrezeptor enthalt. 

Die Erfindung beruht auf der Erkenntnis, daS es moglich ist, 
ohne Funktionalitatsverlust. am C-Terminus urn einen Peptidrest 
verlangerte funktionale Rezeptcren vom Typ des TSH-Rezeptors 
herzustellen und daS derartige Fusionsrezeptoren ohne Funktio- 
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nalitatsverlust an spezifische Binder fur den Peptidrest 
gebunden werden konnen, die immobilisiert . oder immobilisierbar 
oder markiert oder markierbar sind. 

Die ira Rahme'n der vorliegenden Anmeldung als "Peptidrest" 
bezeichnete Aminosauresequenz , die einen naturlich vorkommenden 
funktionalen Rezeptor, insbesondere einen Rezeptor voller Lange 
oder ein funktionales Fragment davon, 2.B. den Rezeptor ohne 
einen Teil seines C-Terminus, in seiner Sequenz oder ins- 
besondere an seinem C-Terminus verlangert, ist vorranging 
dadurch gekennzeichnet , dafi zu dieser Sequenz ein selektiver 
Bindungspartner verfugbar ist, der an die genannte Sequenz 
bindet, ohne einerseits die Rezeptorfunktionalitat zu beein- 
trachtigen und ohne andererseits mit den rest lichen Komponenten 
eines Rezeptorbindungsassays, d.h. im Falle eines Rezeptorbin- 
dungsassays zur Bestimmung von TSH-Rezeptor-Autoantikdrpern mit 
den zu bestimmenden Autoantikorpern und/oder dem Kompetitor, 
z.B. 125 TSH, storende Wechselwirkungen einzugehen. 

"Peptidrest" ist dabei in einem weiten Sinne ohne Einschrankung 
auf kurzkettige typische "Peptide" zu verstehen und umfaSt auch 
Aminos aureket ten mit Peptidbindung, die dem Bereich der 
Oligopeptide oder Polypeptide bzw. sogar Proteine zugeordnet 
werden konnen. So soli die Definition z.B. noch einen Avidin- 
rest (512 Aminosauren, Molekulargewicht 66.000) und einen 
Streptavidinrest (Molekulargewicht ca. 60.000) umfassen, die 
selektive sehr feste Bindungen zu Biotin als selektiven 
Bindungspartner eingehen, d.h. Peptide mit bis zu etwa 600 
Aminosaureresten. Die bevorzugten Peptidreste sind jedoch 
kiirzer, wobei diese Peptidreste, gegebenenf alls neben zusatzli- 
chen, auch als Spacer zum eigentlichen Rezeptormolekiil 
dienenden Aminosauresequenzen, das sogenannte FLAG-Epitop 
und/oder einen Peptidrest aus sechs Histidinresten (6His-Rest) 
umfassen konnen. Das sogenannte FLAG- Ep it op ist ein Markerpep- 
tid der Struktur N-Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys-C, Ein fur 
die Expression dieses Markerpeptids verwendbarer Expressions - 
vektor sowie monoklonale Antikorper, die das genannte FLAG- 
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Epitap erkennen, sind kommerziell erhaltlich (fiir Deutschland 
von der Firma Integra Biosciences GmbH) . Auf das Prospektmate- 
rial zum IB I -FLAG® -System wird erganzend bezug genommen. 

Der als weiterer Rest erwahnte 6His-Peptidrest <auch als "6His 
affinity tag" bekannt) ist ebenfalls Teil eines bekannten 
kommerziellen Peptid-Marker- und Reinigungssystems . Der 6His- 
Peptidrest geht eine sehr feste Komplexbindung mit Metall- 
atomen, insbesondere Nickelatomen, ein, wobei dann, wenn diese 
Nickelatome durch Chelatisierung fest an ein Tragerharz 
gebunden sind, eine sehr feste Bindung eines Proteins oder 
Peptids mit dem GHis-Peptidrest an das entsprechende Tragerharz 
erhalten wird. Ein bevorzugtes Tragerharz ist dabei das 
sogenannte Ni-NTA-Harz, das (fur Deutschland) vertrieben wird 
von der Qiagen GmbH und dessen Struktur und Verwendung be- 
schrieben wird in der Patentschrif t EP-B-0 253 303. NTA steht 
dabei fur ein an eine Tragerharzmatrix bindbares Nitrilotries- 
sigsaurederivat . Die Verwendung von Metallchelatharzen in der 
Immundiagnostik zur Herstellung von Festphasen wie z.B. 
beschichteten Testrdhrchen (Coated Tubes) gehort nicht zu den 
ublichen Verwendungen derartiger Harze. 

Ein weiterer bevorzugter immobilisierbarer und/oder markier- 
barer Peptidrest fiir die erf indungsgema&en TSH-Fusionsrezepto- 
ren ist ein Peptidrest, der eine Aminosauresequenz , z.B eine 
Teilsequenz eines Biotin-Enzyms , umfafit, die posttranslational 
biotinylierbar ist, so date die in einem geeigneten Expressions- 
system hergestellten TSH-Fusionsrezeptoren direkt in biotiny- 
lierter Form erhalten werden konnen. Eine bevorzugte derartige 
Aminosauresequenz eines Biotin-Enzyms ist die C-terminale 
Domane einer Biotin-Carboxyl-Carrier-Protein-Untereinheit 
{BCCP-Untereinheit ) eines Biotin-Enzyms, insbesondere die 87 
Aminosauren umfassende C-terminale Domane der Biotin-Carboxyl- 
Carrier- Protein-Untereinheit einer prokaryontischen Acetyl -CoA- 
Carboxylase, insbesondere derjenigen von E. coli. Es zeigte 
sich, da£ die genannte BCCP-Untereinheit postranslational mit 
hoher Ausbeute biotinyliert wird, und zwar nicht nur in 
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Prokaryontenzellen, sondern auch in Warmbliiterzellen wie z.B. 
HeLa-Zellen, was nicht unbedingt erwartet werden konnte. Es 
konnen auf diese Weise direkt biotinylierte funktionale TSH- 
Fusionsrezeptoren erhalten werden. 

Der biotinylierte TSH-Fusionsrezeptor ermoglicht eine spezifi- 
sche, sensitive und leichte direkte Detektion durch seine 
Markierung mit radioaktiveni Biotin oder eine indirekte 
Detektion durch Umsetzung mit Avidin oder Streptavidin, die ein 
detektierbares Label enthalten, z.B. eine radioaktive Markie- 
rung oder einen Teil eines enzymatischen und Chemiluminiszenz- 
Nachweissystems oder andere geeignete Fusionsprodukte davon. 

Wie nachfolgend und insbesondere im experiment ell en Teil 
beschrieben ist, zeigte es sich, daS es in einem geeigneten 
Express ions system moglich ist, einen rekombinanten TSH-Rezeptor 
herzustellen, der an seinem C-Terminus urn einen Peptidrest, im 
speziellen Falle ein FLAG-Epitop und einen endstandigen 6His- 
Rest oder einen biotinylierten Peptidrest, verlangert ist, ohne 
dafi durch die genannte endstandige Verlangerung des TSH- 
Rezeptors zu einem TSH-Fusionsrezeptor seine Funktionalitat 
beeintrachtigt wird. 

Als Expressionssystem hat sich ein Expressionssystem als 
geeignet erwiesen, bei dem rekombinante Vacciniaviren in 
Warmbliiterzellen zur Expression des TSH-Fusionsrezeptors 
verwendet werden. Die Verwendung von Vacciniaviren als Vektoren 
ist lange bekannt {vgl . z.B. J.D. Watson et al . , Rekombinierte 
DNA, 2. Auflage, Spektrum Akademischer Verlag GmbH, S. 206; 
D.R. Click et al. ( Molekulare Biotechnologie, Spektrum 
Akademischer Verlag GmbH, S, 234f.; Kieny M.P. et al., Nature, 
Vol. 312, S. 163-166, 1984 - Moss B., Science 252, S. 1662-1667, 
1991) . Die Einfiihrung von DNA-Sequenzen, die fur ein gewiinsch- 
tes Peptid oder Protein kodieren, in das Genom des Vacciniavi- 
rus mittels geeigneter Plasmide ist ebenfalls grundsatzlich 
bekannt. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde ein 
Vacciniavirus -Vektor jedoch erstmals dazu verwendet, ein 
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Protein aus der Familie der G-Protein-gekoppelten Glycosidre- 
zeptoren mit einer groSen N-terminalen extrazellularen Domane 
in tierischen Zellen zu exprimieren. Als tierische Zellen 
wurden HeLa- Zellen verwehdet, die grofie Mengen des humanen TSH- 
Fusionsrezeptors erzeugten. HeLa -Zellen weisen gegeniiber den 
in der Literatur beschriebenen COS7 -Zellen oder CHO-Zellen den 
Vorteil auf, dafi sie schnell in hoher Dichte sowohl in einer 
Tragerkultur als auch in einer Suspensionskultur gezuchtet 
werden konnen. 

Die im experimentellen Teil naher beschriebene Herstellung des 
recombinant en TSH-Fusionsrezeptors laSt sich kurz wie folgt 
zusammenf assen : Die TSH-Rezeptor-cDNA wurde in die DNA des 
Genoms des Vacciniavirus in Analogie zu einer vorbekannten 
Arbeitsweise (Kieny, M.P. et al., Nature, 312, S. 163-166 
(1984)) eingefuhrt. Die Fremdgene benotigen fiir eine wirksame 
Transkription virale Promotoren. Das verwendete Rekombinations- 
Plasmid p7.5K131 enthalt den Early/Late -Promotor 7.5K des 
Vacciniavirus, flankiert von den Vacciniavirus-Thymidin- 
kinase (TK) -Sequenzen, urn die Rekombination in den TK-Ort des 
viralen Genoms zu dirigieren. Das Rekorabinations-Plasmid wurde 
so konstruiert, daS in den erhaltenen rekombinanten Viren das 
TSH-Rezeptor-cDNA-Segment strangabwarts von der 5'-untrans- 
latierten Leadersequenz des Encephalomyocardit is -Virus (EMCV) 
flankiert ist, Diese Sequenz stammte aus dem pTMl-Vektor und 
erhoht die Wirksamkeit der mRNA- Translation in Zellen, die mit 
dem Vacciniavirus infiziert waren (Moss, B. et al . , Nature, 
348, S. 19-92, (1990)). Rekombinante Virusklone mit der EMCV- 
Leader -Sequenz erzeugten sehr viel mehr TSH-Rezeptor als solche 
ohne diese Sequenz (Daten nicht gezeigt) . Der rekombinante TSH- 
Rezeptor enthielt ferner das FLAG-Oktapeptid-Epitop, das von 
kommerziell erhaltlichen monoklonalen Antikorpern erkannt wird, 
sowie ein 6His-Peptid an seinem Carboxyl -Terminus . Gema£ einer 
anderen bevorzugten Ausfuhrungsf orm enthielt der rekombinante 
TSH-Fusionsrezeptor eine blotinylierte Peptidsequenz , und zwar 
die 87 Aminosauren umfassende C-terminale Domane der Biotin- 
Carboxyl- Carrier- Protein-Uritereinheit der Acetyl -CoA-Carbox- 
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ylase von E.coli. 

Das obengenannte Rekombinations-Plasmid p7.5K131 ist unter der 
Bezeichnung pAvB2 beschrieben in einer Doktorarbeit (Ruprecht- 
Karls-Universitat Heidelberg) von Herrn Albrecht von Brunn aus 
dem Jahre 1989 mit dem Titel "Das Oberf lachenantigen des 
Hepatitis B Virus als Tragersystem von Epitopen eines Merozoi- 
ten-Oberf lachenmolekuls des Malaria- Erregers Plasmodium 
falciparum - eine neue Moglichkeit der Impf stof f entwicklung? " . 
Die Verwendung des konkreten Plasmids ist nicht kritisch, und 
es kann stattdessen auch mit einem anderen Vektor gearbeitet 
werden, der ein Thymidinkinase-Gen und den sog. 7 . 5K-Promotor 
enthalt, z.B. mit dem Vektor pZVneo5529, der beschrieben ist 
in C. Bouvier et al., European Journal of Pharmacology, 
Molecular Pharmacology Section 290 (1995), S. 11-17. 

Rekombinante Virus -Klone wurden durch Western-Blot -Analyse des 
TSH-Rezeptors, der in infizierten HeLa-Zellen exprimiert wurde, 
identif iziert . 

Der mit Hilfe des Vacciniavirus-Vektors in HeLa-Zellen 
hergestellte TSH-Fusionsrezeptor erwies sich als vollstandig 
funktional im Hinblick auf die TSH-Bindung. Infizierte HeLa- 
Zellen wiesen hochaffine TSH-Bindungsstellen auf f wobei die 
Bindungsaf f initat derjenigen des nicht -rekombinant en TSH- 
Rezeptors in humanen Schilddriisenzellen sowie in FRTL5-Zellen 
bemerkenswert ahnlich ist. Es erwies sich ferner, dafi der TSH- 
Rezeptor aus infizierten HeLa-Zellen durch das nicht-ionische 
Detergens Triton® X100 in wirksamer Weise extrahiert werden 
kann. Die durch Extraktion erhaltene Fusionsrezeptor-Prapara- 
tion ist sowohl im Hinblick auf die Bindung von TSH als auch 
von Morbus Basedow- Autoantikorpern aktiv. Die Verlangex~ung des 
natiirlich vorkommenden funktionalen TSH-Rezeptors um einen 
Peptidrest, im vorliegenden Falle das FLAG- Epi top und den 6His- 
Peptidrest oder die 8 7 Aminosauren umfassende C-terminale 
Domane der Biotin-Carboxyl-Carrier-Protein-Untereinheit der 
Acetyl -CoA- Carboxylase von E.coli, beeintrachtigte weder die 
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Fahigkeit zur Bindung des TSH-Hormons noch zur Bindung von 
Autoantik6rpern, und der TSH-Fusionsrezeptor war auch im 
Hinblick auf die TSH-stimulierte cAMP-Produktion voll funk- 
tionsfahig. 

Mit dem rekombinanten Vacciniavirus infizierte HeLa-Zellen 
produzierten erhebliche Mengen an humanem TSH-Fusionsrezeptor, 
und zwar in einer Gro&enordnung von bis zu 150.000 funktio- 
nellen Rezeptormolekiilen pro Zelle. Dieser Wert ist hoher als 
die fiir die meisten vorbekannten Expressionssysteme beschriebe- 
nen Werte und vergleichbar mit dem, der von Matsuba et al . , 
J.Biochim. 118, S. 265-270 {1995) beschrieben wird. 

Die in den folgenden Beispielen an den TSH-Rezeptor angefiigten 
Peptidreste konnen als Modelle fiir markierbare und immobili- 
sierbare Peptidreste angesehen werden, ohne daG die Erfindung 
auf die genannten konkreten Reste beschrankt sein soli . Uber 
das FLAG -Ep it op kann der rekombinante TSH-Fusionsrezeptor unter 
Verwendung von spezifischen verfiigbaren monoklonalen Antikor- 
pern immobilisiert , jedoch auch spezifisch markiert werden. 
Uber den 6His-Peptidrest kann der TSH-Fusionsrezeptor ebenfalls 
ohne Verlust seiner Funktionalitat an einer Festphase immobili- 
siert werden und steht damit fiir Rezeptorbindungsassays zu 
Verfugung, die Verf ahrensvarianten verwirklichen, die fiir 
solche Assays bisher nicht genutzt werden konnten. Uber das 
nach der Biotinylierung kovalent an den exprimierten BCCP- 
Peptidteil gebundene Biotinmolekul ist ebenfalls eine Markie- 
rung und/oder Immobilisierung des entsprechenden Fusions- 
rezeptors moglich. 

So ergeben sich aufgrund der Verf ugbarkeit eines immobilisier- 
baren und/oder markierbaren f unkt ionalen TSH- Rezeptors sowie 
unter Berucksichtigung der Konkurrenz und damit bis zu einem 
gewissen Grad auch gegenseitigen Ersetzbarkeit von TSH und TSH- 
Rezeptor -Antikorpern beispielsweise die folgenden Verwirkli- 
chungsmoglichkeiten fur einen erf indungsgemaBen Rezeptor- 
bindungsassay . 
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1. Der Fusionsrezeptor ward uber seinen Peptidrest und einen 
spezif ischen immobilisierten Bindungspartner an einer 
Festphase, z.B. den Wanden von Coated Tubes, immobili- 
siert, und die Bestiramung von TSH-Rezeptor-Autoantikorpern 
erfolgt analog zum vorbekannten Verfahren durch deren 
Konkurrenz rait markiertem TSH urn die Bindungsstellen des 
Rezeptors . 

2. Dieses Reaktionsschema kann jedoch auch umgekehrt werden, 
indem man TSH an einer Festphase immobilisiert und das 
immobilisierte TSH mit den zu bestiramenden Autoantikorpern 
urn einen uber den Peptidrest markierten TSH- Fusions- 
rezeptor konkurrieren la£t. Die Markierung kann beispiels- 
weise mit Hilfe eines markierten monoklonalen Antikorpers 
erfolgen, der spezif isch an den Peptidrest bindet. Die 
Menge der liber das immobilisierte TSH an die Festphase 
gebundenen Markierung ist hierbei umgekehrt proportional 
zur Konzentration der Autoantikorper in der Probe. 

3. Wie oben unter 1. wird mit einem immobilisierten TSH- 
Rezeptor gearbeitet, wobei man als Kompetitor jedoch nicht 
markiertes TSH verwendet, sondern markierte monoklonale 
oder polyklonale TSH-Rezeptor-Antikorper, die mit den zu 
bestimmenden Autoantikorpern urn die Bindungsstellen des 
immobilisierten Rezeptors konkurrieren. 

4 . Analog zu der unter 2 . beschriebenen Verf ahrensvariante 
kann anstelle von TSH auch ein TSH-Rezeptor-Antikorper 
immobilisiert werden. 

5. Ein an einer Festphase immobilisierter TSH-Rezeptor kann 
dazu verwendet werden, die in einer Probe vorhandenen TSH- 
Rezeptor-Autoantikorper vollstandig zu binden, die dann 
anschliefiend durch ein geeignetes Markierungsreagens , das 
auf Antikorper anspricht, z.B. ein Antiserum oder Protein 
A in markierter Form, markiert werden konnen. 
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6. Eine weitere Verf ahrensvariante stellt die Umkehrung der 
unter 5 . beschriebenen Verf ahrensvariante dar, indem 
zuerst mit Hilfe geeigneter spezifischer oder auch 
unspezif ischer Binder die Autoantikorper in der Probe an 
eine Festphase gebunden und anschliefiend mit Hilfe eines 
markierten TSH-Rezeptors raarkiert werden. 

7. Ferner kann das Bestimmungsverf ahren auch zur Bestimmung 
spezieller, zwei Rezeptor -bindende Epitope aufweisender 
Autoantikorper dienen, indem man mit einem an einer 
Festphase immobilisierten Rezeptor und einem loslichen 
markierten Rezeptor arbeitet und die Menge an Markierung 
an der Festphase bestimmt, die auf eine Bindung der zu 
best immenden Autoantikorper sowohl durch den immobilisier- 
ten als auch den markierten Rezeptor zuruckgeht. 

Weitere an sich bekannte Assaydesigns, z.B. solche mit einer 
stufenweisen Inkubation und einer Dif f erenzmessung, sind dem 
Fachmann ohne weiteres bekannt . 

Als Antikorper konnen bei diesen Assaydesigns geeignete 
monoklonale und polyklonale Antikorper, insbesondere auch 
humane monoklonale und humane polyklonale Antikorper/ sowie 
rekombinante Antikorperkonstrukte , z.B. sogenannte Single- 
Chain-Antikorper, verwendet werden. Es ist ferner moglich, auch 
geeignete Antikorperf ragmente einzusetzen, insbesondere auch 
zur Rezeptormarkierung . 

Die Verfiigbarkeit der erf indungsgemateen funktionalen Fusions- 
rezeptoren macht es auch moglich, neue definierte monoklonale 
Antikorper gegen den rekombinanten funktionalen TSH- Fusions - 
rezeptor zu erzeugen, die gegen Teile der Rezeptorsequenz und 
angrenzende Teile des angehangten Peptidrests, z.B. das FLAG- 
Epitop und/oder einen Teil des 6His-Peptids , gerichtet sind, 
und die aufgrund ihrer Spezifitat weitere neue Anwendungs- 
moglichkeiten und Vorteile fur die Assaygestaltung erschlieSen. 
Weitere Inf ormationen zur Durchfiihrung und zu den Vorteilen der 
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vorliegenden Erfindung ergeben sich fur den Fachmann aus dem 
nachf olgenden experimentellen Teil unter Bezugnahme auf die 
Figuren. In den Figuren zeigen: 



Figur 1: den zeitlichen Verlauf der TSH- Re zept or -Express ion 
in HeLa-Zellen. In Mikrotiterplatten mit 24 Ver- 
tiefungen wurden HeLa-Monolayer-Zellen mit einer 
Plaque -bildenden Einheit des rekombinanten Vaccinia- 
virus pro Zelle infiziert. 0, 2, 4, 6, 8, 14 und 24 
h nach der Infektion wurden die Zellen entnommen, 
mittels SDS-Page aufgetrennt, und der TSH-Rezeptor 
wurde durch Western-Blot-Analyse nachgewiesen . Die 
MolekulgrofSenmarker sind in kDa angegeben. 

Figur 2; die Bindung von 125 I-TSH an Extrakte von infizierten 
HeLa-Zellen als Funktion der Inf ektionszeit . Die 
Bestimmung erfolgte unter Verwendung der Bestand- 
teile des TRAK-Assays® in einem Gesamtvolumen von 
100/il gemafi Gebrauchsanweisung. 

Figur 3 : die Verteilung des rekombinanten TSH - Fusions re zep- 
tors auf unterschiedliche Zellf raktionen, die aus 
infizierten HeLa-Zellen erhalten wurden. In der Dar- 
stellung stellt Bande 1 einen Markerextrakt von 
HeLa-Zellen dar, Bande 2 reprasentiert die wasser- 
losliche Cytoplasmaf raktion, Bande 3 den unter 
Verwendung von Triton® X100 erhaltenen Membran- 
extrakt, Bande 4 das verbleibende , mit Triton® X100 
nicht extrahierbare unldsliche Protein. Die Molekul- 
grofienmarker sind wiederum in kDa angegeben . 

Figur 4: eine Scatchard-Darstellung der l2s I -TSH -Bindung an mit 
dem rekombinanten Vacciniavirus infizierten HeLa- 
Zellen. 



Figur 5 : 



die Analyse von Autoantikorpern in unf raktionierten 
Seren von Morbus' Basedow- Pat ienten im Vergleich mit 
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Kontrollseren von Normalpatienten . Die Wirkung von 
sechs Kontrollseren und 13 Seren von Morbus Basedow- 
Patienten auf die Bindung von L25 I-TSH an den rekom- 
binanten TSH-Rezeptor im Extrakt aus infizierten 
HeLa-Zellen wurde im Vergleich mit dem porcinen TSH- 
Rezeptor (aus dem TRAK-Assay® Kit) untersucht . Die 
Ergebnisse sind angegeben als Prozentsatz der 
Gesamtbindung, wobei eine 100%ige Bindung fur die 
125 1 -TSH- Bindung in Gegenwart eines Nullstandard- 
Serums steht. Die Ergebnisse sind als Durchschnitts- 
werte von Doppelbestimmungen angegeben. 

Figur 6: eine Standardkurve, wie sie unter Verwendung des an 
Ni -NTA- Agarose gekoppelten TSH-Fusionsrezeptors und 
TRAK-Assay® Standards erhalten wird. 

Figur 7: die Mefiergebnisse fur die Bestimniung der TSHr-Auto- 
antikdrper-Titer von Morbus Basedow- Pat ienten und 
einer Kontrollgruppe unter Verwendung von an Ni-NTA- 
Agarose gekoppeltem rekombinantem TSH - Fusions re z ep - 
tor; und 

Figur 8: die fur Normalpatienten und Morbus Basedow- Pat ienten 
erhaltenen Mefiergebnisse in einer vergleichenden 
graphischen Gegenuberstellung . 

Experimenteller Tell 

Materialien 

Bovines 125 I-TSH (56 ^tCi//xg) , unmarkiertes TSH sowie der TRAK- 
Assay® -Kit wurden von der Fa. B.R.A.H.M.S Diagnostica GmbH zur 
Verfugung gestellt. Der pTMl-Vektor wurde von den Doktoren R.E. 
Rhoads und B. Joshi (Louisiana State University Medical Center, 
Shreveport, USA) bezogen, . der p7 . 5K13 1 -Rekombinationsvektor 
wurde von Dr.T.Mertens (Universitat Ulm, Deutschland) zur 
Verfugung gestellt. Der BIOTRAK® cAMP [ 125 I] -Assay-Kit und der 



WO 98/20343 



PCT/EP97/0612t 



- 19 - 

ECL®-Western-Blot-Nachweis-Kit wurden von der Fa. Amersham 
bezogen. Die monoklonalen Mause-Antikorper NCL-TSHR gegen die 
extrazellulare Domane des TSH-Rezeptors wurden von der Fa. 
Novocastra Laboratories Ltd. bezogen. Proteaseninhibitorcock- 
tail-Tabletten wurden von der Fa. Boehringer Mannheim bezogen. 
Die DNA-Primer PI bis P5 wurden von der Fa. Eurogentec bezogen. 
Sie wiesen die folgenden Nucleotidsequenzen auf : 
PI : 5 ' - GCT GCT GTC ATG TGA AGA TCT ACA TCA CAG TCC GAA ATC 

CGC AGT ACA ACC CAG G - 3 ' 
P2 : 5 ' - CGC GGA TCC TTA CTT GTC ATC GTC GTC CTT GTA GTC CAA 

AAC CGT TTG CAT ATA C - 3' 
P3 : 5 ' - CGC GGA TCC TTA GTG ATG GTG ATG GTG ATG CTT GTC ATC 

GTC GTC CTT G - 3' 
P4 : 5 ' - GTA ACC CGA GTC CCG TGG ATC ATG AGG CCG G - 3 ' 
P5: 5' - GGG CAG TGA CAC TGG TTT GAG ACA CGT CCA G - 3' 



Das pSKl-Plasmid, das eine Seguenz fur die 87 Arninosauren urn- 
f assende C-terminale Domane der Biot in- Carboxyl- Carrier- Protein 
(BCCP) Untereinheit der Acetyl -CoA- Carboxylase von E.coli 
enthielt, war ein Geschenk von Dr. J. Gelles (Dept. of 
Biochemistry, Brandeis University, 415 South Street, Waltham f 
MA 02254; vgl . Lit. Berliner et al. in J. Biol. Chem. 269: 
Seite 8610-8615, 1994) . Die Primer P10 und Pll wiesen die 
folgenden Nucleotidsequenzen auf: 

P10: 5' - GTC GGT TAC CAT GGA AGC GCC AGC AGC AG - 3 und 
Pll: 5' - CGC GGA TCC TTA TTC GAT AAC AAC AAG CGG TTC - 3' . 
Sie wurden ebenfalls von der Firma Eurogentec bezogen. 

Soweit fur einzelne Reagenzien keine Bezugsquellen angegeben 
werden, wurden allgemein frei erhaltliche Handelsprodukte 
verwendet, bei denen die Bezugsquellen fur die Nacharbeit- 
barkeit keine Bedeutung haben. Soweit ferner nachfolgend fur 
einzelne Reaktionsschritte keine speziellen Reaktionsbedingun- 
gen angegeben sind, wurde unter den f achnotorisch bekannten 
Bedingungen gearbeitet, z.B. bei den fur die jeweiligen 
Restriktionsenzyme angebenen optimalen Temperaturer. und Reak- 
tionszeiten. 
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Zellkultur 

HeLa-Zellen wurden in Eagle' s -Medium (modifiziert nach 
Dulbecco} geziichtet, das mit 10% fotalem Kalberserum erganzt 
war, das 50 U/tnl Penicillin und 50 /xg/ml Streptomycin enthielt. 
Die Zellen wurden bei 37 °C unter einer 5%igen C0 2 -Atmosphare 
kultiviert . 

A. Hera tel lung und Prufunq eines FLAG- SHIS -TSH-Fus ions rezeptors 

Hers tel lung eines urn das FLAG- Octapeptid-Epi top sowie eine 
6His-Peptidseqaienz verlangerten TSH- Rezeptors 

1. Insertion von Sequenzen fur das FLAG-Epitop sowie eine 
6His-Pept id- Sequenz in eine TSH-Rezeptor-cDNA- Sequenz 

Eine vollstandige humane TSH-Rezeptor-cDNA (Libert et al . , 
Biochem. Biophys. Res. Commun. 165: 1250-1255, (1989)) wurde 
nach einer vorbeschrieben Technik im pSVL-Vektor subkloniert 
(pSVX.-TSHR-Plasmid) . PI- und P2 -Primer wurden dazu verwendet, 
das von kommerziell erhaltlichen Antikorpern erkannte FLAG- 
Octapeptid-Epitop (N-Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys-C; vgl . 
Prospekt IBI FLAG® SYSTEM der Fa. INTEGRA Biosciences} am C- 
Terminus des TSH-Rezeptors einzufuhren. Das 0,5 kb Bgl II-Bam 
HI -Fragment der TSH-Rezeptor-cDNA wurde auf herkommliche Weise 
durch PCR (Polymerase Chain Reaction) unter Verwendung von 
thermostabiler Taq-DNA- Polymerase vervielf altigt . Der Pi-Primer 
enthalt eine Bgl I I -Restriktionsstelle , der P2 -Primer enthalt 
die FLAG-Epitop -Sequenz (unterstrichen) , gefolgt von einem 
Stopcodon und einer Bam HI-Restriktionsstelle . Das PCR-Fragment 
wurde mit Bgl II und Bam HI geschnitten und dazu verwendet, das 
gleiche Fragment in der TSH-Rezeptor-cDNA in dem pSVL-TSH- 
Plasmid zu ersetzen. Das erhaltene Konstrukt erhielt die 
Bezeichnung pSVL - TSHR - FLAG . 

PI- und P3 -Primer wurden dann verwendet, urn das 6His-Peptid 
direkt nach der FLAG-Epitop- Sequenz am C-Terminus des TSH- 
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Rezeptors einzufuhren. Das 0,5 kb Bgl II-Bam HI-Fragment der 
TSH-Rezeptor-cDNA in dem pSVL-TSHR- FLAG- Plasmid wurde nach der 
PCR-Technik vervielf altigt . Der PI -Primer enthalt eine Bgl II- 
Restriktionsstelle, der P3 -Primer enthalt die Sequenz fiir das 
6His-Peptid, gefolgt von einecn Stopcodon und einer Bam HI- 
Restriktionsstelle . Das PCR-Fragment wurde mit Bgl II und Bam 
HI geschnitten und dazu verwendet, das entsprechende Fragment 
in der TSH-Rezeptor-cDNA im pSVL-TSHR-FLAG- Plasmid zu ersetzen. 
Der erhaltene Vektor erhielt die Bezeichnung pSVL-TSHR-FLAG- 
6His . Die Nukleotidsequenz der verlangerten cDNA wurde nach dem 
Sanger-Verfahren bestatigt. 

2. Konstruktion eines pTMl-TSHR-FIAG-6His-Expressionsplasmids 

Das TSHR-FLAG-6His-DNA-Segment wurde in den pTMl-Vektor (vgl . 
Moss et al . , Nature, 348, S. 19-92, (1990)) strangabwarts von 
der nicht translatierten Encephalomyocarditisvirus (EMCV) - 
Leadersequenz , die den Wirkungsgrad der mRNA- Translation er- 
hdht, inseriert. Die Nco I -Schaittstelle im pTMl-Vektor enthalt 
das Translations-Initiations-Codon, das fur die Insertion des 
5'-Endes der fiir das Protein codierenden cDNA genutzt werden 
sollte . 

P4- und P5-Primer wurden dazu verwendet, eine Schnittstelle fiir 
die Rca I-Restriktase im Startcodon-Bereich der TSH-Rezeptor- 
cDNA im pSVL-TSHR- FLAG- Plasmid zu erzeugen. Diese Schnittstelle 
ist mit der Nco I -Restriktionsstelle im pTMl-Plasmid kom- 
patibel . Das 0,7 kb Ava I-Afl II I -Fragment der TSH-Rezeptor- 
cDNA wurde durch PCR vervielf altigt , wobei das pSVL-TSHR-FLAG- 
6His -Plasmid als Matrize diente. Der P4 -Primer enthalt Ava I- 
und Rca I-Restriktionsstellen, der P5-Primer enthalt die Afl 
III -Restriktionsstelle . Das PCR-Fragment wurde mit Ava I und 
Afl III geschnitten und dazu verwendet, das gleiche Fragment 
in der TSH-Rezeptor-cDNA im pSVL-TSHR-FLAG-6His- Plasmid zu 
ersetzen. Aus diesem Plasmid wurde die verlangerte 2,3 kb TSH- 
Rezeptor-cDNA mit den Sequenzen fiir das FLAG-Epitop und das 
6His-Peptid mit Rca I und Bam HI freigesetzt und im pTMl- 
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Plasmid an den Nco I- und Bam HI -Sennit tstellen strangabwarts 
von der EMCV- Leader- Sequenz subkloniert. Das erhaltene 
Konstrukt erhielt die Bezeichnung pTMl-TSHR-FLAG-6His . Die 
Nukleotidsequenz wurde nach dem Sanger -Verfahren bestatigt. 

3. Konstruktion eines Vaccinia-Rekombinations-Plasmids 
p7 . 5K131-TSHR-FLAG-6His 

Das pTMl -TSHR- FLAG- 6His- Plasmid wurde durch Schneiden mit der 
Cla I-Restriktase linearisiert und zur Ausbildung stumpfer 
Enden mit Kl enow- Fragment aufgefiillt. Nach einer Bam HI- 
Spaltung wurde das TSHR- FLAG- 6His-DNA- Segment , das strangauf- 
warts von der untranslatierten EMCV-Leadersequenz flankiert 
wurde, isoliert und an Hind II- und Bam HI -Schnittstellen in 
den Vaccinia -Rekombinationsvektor p7.5Ki3l subkloniert. Das 
erhaltene Konstrukt erhielt die Bezeichnung p7 . 5K131-TSHR-FLAG- 
6His. 

4. Erzeugung von Vacciniavirus-Rekombinanten 

Die TSH-Rezeptor-cDNA unter Kontrolle des 7 . 5K-Early/Late- 
Promotors wurde durch homologe Rekombi nation in das Thymidinki-. 
nase (TK) -Gen des Genoms des Wildtyp-Vacciniavirus-Stamms 
Copenhagen inkorporiert (vgl . Kieny, M.P. et al . , Nature 312, 
S. 163-166, (1984)). Kurz gesagt, wurden zu diesem Zwecke 
konf luente CVl-Zellen mit dem temperaturempf indlichen Vaccinia- 
virus ts7 infiziert und mit Vacciniavirus-DNA (Stamm Copenha- 
gen) und dem p7 . 5K1 3 1-TSHR- FLAG- 6His -Konstrukt nach der 
Calciumphosphat-Methode transf iziert . Die Viren wurden zwei 
Tage spater geerntet, die TK-negativen Rekombinanten wurden aus 
dem Virusabkommling in zwei Durchgangen einer Plaque -Reinigung 
iiber TK" 143B-Zellen in Gegenwart von 0,1 mg/ml Bromdesoxyuri - 
din selektiert. Rekombinante Virus- Plaques wurden isoliert, und 
positive Klone wurden nach Expression in infizierten HeLa- 
Zellen durch Western-Blot -Analyse auf TSH-Rezeptor identifi- 
ziert . 
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Die Proteine wurden dazu einer SDS-Gelelektrophorese auf einem 
8% Auf losungs-Polyacrylamidgel (PAG) unterzogen (vgl. Laemmli, 
U.K./ Nature, 227, S. 680-685 (1970)). Die aufgetrennten 
Proteine wurden auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen, 
unspezif ische Bindungsstellen wurden innerhalb 1 h durch 
Inkubation mit TBS/5% Trockenrailch/O , 02% Tween® 20-L6sung 
abgesattigt. Die Membran wurde iiber Nacht bei 4°C durch 
Umsetzung mit dem monoklonalen NCL-TSHR-Antikorper als Sonde 
fur den TSH-Rezeptor behandelt, der 1:20 verdiinnt war. 
Gebundene Antikdrper wurden unter Verwendung des ECL® Western- 
Blot -Nachweis -Kits nachgewiesen. 

Eine groSere Vorratsmenge des rekombinanten Virus wurde in 
HeLa-Zellen hergestellt. 

5. Expression des verlangerten TSH-Rezeptor-Polypeptids in 
HeLa-Zellen und Erzeugung von Zellf raktionen 

HeLa-Monolayer-Zellen in 75 cm 2 -Schalen (etwa 15-10 5 Zellen) 
wurden mit einer Plaque -bildenden Einheit (1 pfu) von rekom- 
binantem Vacciniavirus pro Zelle infiziert und 24 h bei 3 7°C 
inkubiert. Infizierte Zellen wurden mit PBS gewaschen, geerntet 
und bei 1200 U/min pelletiert. Das erhaltene Zellpellet wurde 
in 0,3 ml eines Puffers resuspendiert , der 10 mM Tris-HCl, pH 
7,6, 50 mM NaCl, 10% Glycerol sowie eine Proteaseinhibitoren- 
Mischung enthielt. Die Suspens ion wurde durch. 20 Takte in einem 
Glas-Tef lon-Homogenisator weiter homogenisiert und dann 15 min 
bei 800 g und 1 h bei 30.000 g zentrif ugiert . Der Uberstand 
(wasserlosliche Cytoplasmaf raktion) wurde gesammelt. Das 
Membran -Pel let wurde mit 0,3 ml 1% Triton® X100 im gleichen 
Puffer extrahiert und bei 30.000 g 1 h ultrazentrif ugiert . Der 
Uberstand (Triton® X10 0 -Membranextrakfc) wurde gesammelt, das 
Pellet (unlosliches Protein) wurde in 0,3 ml eines SDS 
Elektrophoreseproben- Puffers resuspendiert. Die Menge des TSH- 
Rezeptors in 10 fil einer jeden Fraktion wurde durch Western- 
Blot-Analyse abgeschatzt. 
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Die Kinetik der TSH-Rezeptor-Produktion in HeLa-Zellen nach 
Infektion rait dem rekombinanten Vacciniavirus bei einer 
Multiplizitat der Infektion von 1 ist in Fig. l gezeigt. Die 
Zellen wurden zu Zeitpunkten zwischen 0 und 24 h nach der 
Infektion gesammelt, durch SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt 
und rait kommerziell erhaltlichen monoklonalen NCL-TSHR- 
Antikorpern gegen den TSH-Rezeptor markiert . Das rekombinante 
Protein erschien 6 h nach der Infektion, und die Menge des 
Proteins erhohte sich bis zu einem Zeitpunkt von 24 h nach der 
Infektion, wobei zu diesem Zeitpunkt die Zellen noch relativ 
gesund sind. Eine Inkubation fur einen langeren Zeitraum fiihrte 
zu einer Zellabldsung und ihrem Tod. Eine Western-Blot -Analyse 
der infizierten Zellen zeigt verschiedene Formen des Rezeptors 
mit Molmassen von 23 0 bis 50 kDa, wobei die Hauptf raktion eine 
Molmasse von etwa 95 kDa aufwies. Das Ergebnis entspricht den 
aus der Literatur bekannten Daten (Ban T. et al . , Endocrinology 
131, S. 815-829 (1992)) . Im Falle der Infektion von HeLa-Zellen 
mit dem Wildtyp- Vacciniavirus war keinerlei Signal nachweisbar 
(Ergebnisse nicht gezeigt) . 

Die Verteilung des erzeugten TSH-Rezeptors auf unterschiedliche 
Fraktionen, die aus infizierten HeLa-Zellen erhalten wurden, 
ist in Fig. 3 gezeigt. In der wasserloslichen Cytoplasma- 
Fraktion (Bande 2) ist nur eine geringe Menge des Rezeptors 
nachweisbar. Der Hauptteil des TSH-Rezeptors liegt in der 
Membran-Fraktion vor, aus der er mit Triton® X100 in wirksamer 
Weise extrahiert werden kann (Bande 3) . Ein Teil des Rezeptors 
in der Membran-Fraktion wurde nur durch SDS solubilisiert 
(Bande 4) . Dabei kann es sich urn einen nicht extrahierbaren 
TSH-Rezeptor handeln, der fest in die Membranstruktur inte- 
griert ist. 

Urn zu testen, ob eine Abhangigkeit der Ausbeute des TSH- 
Rezeptors von der Intensitat der Infektion besteht, wurde die 
TSH-bindende Aktivitat von Zellen, die mit einer Infektions- 
Mul tiplizitat von 1 sowie von 10 infiziert wurden, gemessen. 
Eine Erhohung der Inf ekt ions -Mult iplizi tat von 1 auf 10 erhohte 
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die Endausbeute des funktionalen TSH-Rezeptors bis zu 24 h nach 
der Infektion nicht . 

Bindungsassay fur 125 I-TSH und Morbus Basedow- Autoantikorper 

HeLa-Zellen in einer 75 cm 2 -Schale (etwa 15 -10 6 Zellen) wurden 
mit 1 bzw. 10 Plaque -bildenden Einheit (en) des rekombinanten 
Vacciniavirus pro Zelle infiziert und 24 h bei 37°C inkubiert. 
Infizierte Zellen wurden mit PBS gewaschen, geerntet und bei 
1200 U/min pelletiert. Die erhaltenen Zellen wurden in 0,3 ml 
Puffer A {10 mM Tris-HCl, pH 7,6, 50 mM NaCl, 1% Triton® X100, 
10% Glycerol) , der mit Proteaseinhibitoren versetzt war, 
lysiert . Die Suspension wurde bei 30.000 g 1 h zentrif ugiert , 
und der Uberstand lieferte die TSH-Rezeptor- Preparation. 

Der Assay wurde unter Verwendung von Komponenten des TRAK- 
Assay®-Kits in einem Gesamtvolumen von 100 /-il durchgef uhrt , das 
sich aus 25 fil Losung des rekombinanten TSH-Rezeptors (etwa 200 
/xg Gesamtprotein) , 25 fil entweder Nullstandard-Serum oder Test- 
Serum sowie 50 fil einer 125 1 -TSH- Losung (20.000 cpm) zusammen- 
setzte. Im Einklang mit den Herstelleranweisungen wurde 2 h 
inkubiert . Die Umsetzung wurde durch Zugabe von 1 ml eines 
Fallungsmittels gemaS Gebrauchsanweisung gestoppt . Die Rohrchen 
wurden bei 2000 g 10 min zentrif ugiert , und der Uberstand wurde 
entfernt. Die Gammas trahlung im Pellet wurde gemessen. 
Ergebnisse werden entweder ausgedriickt als gebundene Radio - 
aktivitat (in cpm - counts per minute) oder als Prozentsatz der 
Gesamt bindung, und zwar berechnet nach [(counts in Gegenwart 
des Test -Serums )/ (counts in Gegenwart des Nullstandard- 
Serums) ] ■ 100%. Die unspezif ische Bindung wurde in Gegenwart von 
10" 7 M TSH bestimmt und betrug etwa 10% der Gesamtbindung . 

Der in den HeLa-Zellen erzeugte TSH-Rezeptor erwies sich im 
Hinblick auf der Bindung von TSH als voll funktionsf ahig. Fig. 2 
zeigt die Bindung von 125 I-markiertem TSH mit Extrakte von 
infizierten HeLa-Zellen als Funktion der Zeit der Infektion. 
Es besteht ein klarer Zusammenhang zwischen der TSH-Rezeptor- 
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Expression in HeLa-Zellen und der TSH-bindenden Aktivitat der 
Zellextrakte {Fig. 1 und 2) . 

Scatchard-Analyae der TSH-Bindung an infizierte HeLa-Zellen 

HeLa-Zellen in Mikrotiterplatten mit 24 Vertiefungen (etwa 
300.000 Zellen/Vertiefung) wurden mit einer Plaque -bildenden 
Einheit pro Zelle entweder des rekombinanten Vacciniavirus oder 
des Wildtyp -Vacciniavirus infiziert und 24 h bei 37°C inku- 
biert . Infizierte Zellen wurden 3 h bei 37°C in 0,2 ml 
modif iziertem Hank* s-Puf f er ohne NaCl inkubiert, wobei die 
Isotonie der Losung durch 280 mM Saccharose, die mit 0,25% 
Kalberserumalbumin erganzt war, gewahrleistet wurde. Unter- 
schiedliche Mengen von (a) 125 I-markiertem TSH oder (b) einer 
Mischung von 125 I-TSH (25.000 cpm) mit variierenden Konzen- 
trationen von unmarkiertem TSH wurden diesem Puffer zugegeben. 
Am Ende der Inkubat ionsperiode wurden die Zellen schnell mit 
1 ml des gleichen Puffers gewaschen und mit 1 ml IN NaOH 
solubilisiert , und die Radioaktivitat wurde in einem Gamma- 
Counter gemessen. Die spezifische TSH-Bindung wurde definiert 
als Unterschied zwischen der Gesamtbindung von 125 I-TSH in 
Abwesenheit sowie in Gegenwart von 10~ 7 M TSH. Die unspezif ische 
Bindung betrug etwa 2% der Gesamtbindung. Die Dissoziations- 
konstante fur die TSH-Bindung wurde nach dem Scatchard- 
Verfahren errechnet {Scatchard, G. # Ann. N.Y. Acad. Sci. 51, 
600-672, (1949)). Kontrolluntersuchungen betrafen die Bindung 
von I25 I-TSH an HeLa-Zellen, die mit dem Vacciniavirus vom 
Wildtyp infiziert waren. 

Die Wechselwirkung von mit dem rekombinanten Virus infizierten 
HeLa-Zellen mit 125 I - markiertem TSH fiihrte zu einer spezifischen 
und sattigbaren Bindung des Hormons . Die nach dem Scatchard- 
Verfahren erhaltenen Daten sind in Fig. 4 aufgetragen. Die 
Tatsache, daS die Scatchard-Kurve in Fig. 4 eine gerade Linie 
ist, weist auf die Existenz von nur einem Typ von Bindungs- 
stellen hin. Aus der Steigung der Kurve kann eine Dissozia- 
tionskonstante von etwa 2-10 10 M errechnet werden. HeLa-Zellen, 
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die mit dem Wildtyp-Vacciniavirus infiziert worden waren, 
zeigten keinerlei nachweisbare spezifische TSH-Bindung (Daten 
nicht gezeigt) . Unter Zugrundelegung der Avogadro-Zahl 
errechnet sich eine Anzahl von etwa 150.000 hochaffinen TSH- 
Rezeptoren pro Zelle . 

Wechselwirkung des TSH-Rezeptors mit Morbus Basedow-Autoanti- 
korpern 

Der durch Expression des rekombinanten Vacciniavirus erhaltene 
rekombinante TSH-Rezeptor wurde auch auf seine Fahigkeit 
untersucht, in Seren von Patienten mit Morbus Basedow mit TSH- 
Rezeptor- Autoantikorpern zu wechselwirken . Die Anwesenheit 
derartiger Autoantikorper laSt sich anhand ihrer Fahigkeit 
nachweisen, die Bindung von 125 I-TSH an den TSH-Rezeptor zu 
inhibieren. Dabei ist die Menge der Autoantikorper in dem 
untersuchten Serum der gemessenen gebundenen Radioaktivitat 
umgekehrt proportional. Mit dem TRAK-Assay®-Kit wurden Seren 
von sechs gesunden Individuen sowie von 13 Morbus Basedow- 
Patienten mit unterschiedlichen Autoantikorper-Spiegeln 
gemessen. Die Ergebnisse sind in Fig. 5 dargestellt. Sie 
zeigen, dafi der durch Expression des rekombinanten Vacciniavi- 
rus in HeLa-Zellen erhaltene verlangerte TSH-Fusionsrezeptor 
von Morbus Basedow-Autoantikorpern spezifisch erkannt wird. So 
wurde bei den Autoantikorper- freien Kont roll seren eine 95- 
106%ige Bindung von 125 I-TSH erhalten, wahrend bei der Messung 
von Seren von Morbus Basedow-Patienten nur eine 30-75%ige 
entsprechende Bindung erhalten wurde. Die Ergebnisse zeigten 
eine signifikante positive Korrelation zu den mit dem TRAK- 
Assay® Kit erhaltenen Werten . 

Intrazellulare cAMP-Messutigen 

HeLa Monolayer-Schichten in Mikrotiterplatten mit 24 Ver- 
tiefungen wurden mit einer Plaque-bildenden Einheit pro Zelle 
von entweder dem rekombinanten Vacciniavirus oder dem Wildtyp- 
Vacciniavirus infiziert und 24 h bei 37°C inkubiert . Infizierte 
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Zellen wurde 1 h in modif iziertem Hank' s-Puf f er ohne NaCl (vgl. 
oben) inkubiert und dann eine weitere . Stunde im gleichen 
Puffer, der ImM Isobutylmethylxanthin sowie vorgegebene 
Konzentrationen an TSH enthielt . 2ellulares cAMP wurde mit 65% 
Ethanol extrahiert und unter Verwendung des BIOTRAK® cAMP- 
Assay-Kits gemafi den Anweisungen des Herstellers gemessen. 
Kontrolluntersuchungen betrafen die Messungen der TSH-ab- 
hangigen cAMP-Produktion in HeLa- Zellen, die mit dem Wildtyp- 
Vacciniavirus infiziert waren. Es zeigte sich, da£ die 
Einwirkung von TSH eine maximal ca . Sfache dosisabhangige 
Erhohung der cAMP-Produktion bewirkte. Mit dem Wildtyp- 
Vacciniavirus infizierte HeLa-Zellen reagierten nicht. Somit 
erwies sich der rekombinante TSH-Fusionsrezeptor auch als 
funktional im Hinblick auf die Stimulation der intrazellularen 
cAMP- Produkt ion . 

Her st el lung eines immobilisierten f unktionalen rekombinanten 
TSH-Fusionsrezeptors 

Mit dem rekombinanten Vacciniavirus infizierte HeLa-Zellen 
wurden nach einer 24 stiindigen Inkubation bei 37°C wie weiter 
oben beschrieben geerntet. Das erhaltene Zellpellet (etwa 2-10 8 
Zellen) wurden anschliefiend in 3 ml Puffer (10 mM Tris pH 7,6; 
50 mM NaCl; 1 % Triton® X-100; 10 % Glycerol) resuspendiert und 
bei -80°C eingefroren. Nach dem Auftauen wurde die solubili- 
sierte Membranf raktion durch Zentrifugation (15 min bei 1000 
g und 30 min bei 30.000 g) angereichert und von unloslichen 
Bestandteilen abgetrennt. 

Parallel dazu wurden 200 ^tl Ni-NTA-Agarose (bezogen von der Fa. 
Qiagen GmbH) mit 200 fil des gleichen Puffers versetzt und in 

eine kleine offene Saule gepackt . 

Der von unloslichen Bestandteilen bef reite Zentrif ugationsuber- 
stand wurde auf die Saule aufgetragen und iiber Nacht bei 4°C 
rezirkuliert , um den TSH-Fusionsrezeptor iiber seinen terminalen 
6His-Peptidrest an die Ni-NTA-Agarose zu koppeln. 
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Die beladene Ni-NTA- Agarose wurde anschliefiend mit 3 ml 
Vollblut abgesattigt (Hamoglobin bindet unspezif isch an Ni-NTA - 
Agarose} , urn die verbliebenen Ni-NTA-Bindungsstellen ab- 
zusattigen. Nach Entfernen des Saulenuberstands wurde die so 
behandelte Ni-NTA -Agarose mit dem beschriebenen Puffer auf ein 
Gesamtvolumen von 1,5 ml gebracht und in Portionen von 25 /il 
auf Eppendorf -Testrohrchen verteilt. 

Bestinramng von TSH-Rezeptor-Autoantikorpern unter Verwendung 
des immobilisierten TSH-Fusionsrezeptors 

In die vorausgehend beschriebenen Eppendorf -Testrohrchen mit 
je 25 ^1 Ni-NTA- Agarose mit dem daran gebundenen TSH-Fusions- 
rezeptor wurden zu MeSzwecken jeweils 25 pil eines Serums bzw. 
25 /il der Standardlosungen aus dem TRAK-Assay® zugegeben, mit 
dem Inhalt des Testrohrchens vermischt und anschliefiend 2 0 min 
bei Raumtemperatur unter standigem Schutteln inkubiert. 
Anschliefiend wurden pro Testrohrchen 50 /xl Tracer ( 125 -TSH aus 
dem TRAK-Assay®) zugegeben, und unter standigem Schiitteln wurde 
uber Nacht bei 4°C weiter inkubiert. 

AnschlieSend wurden die Rohrchen kurz bei Raumtemperatur 
zentrifugiert (1 min) , 8 0 (±1 des Uberstands wurden entfernt, 
und das Zentrif ugationspellet wurde in 350 ^tl Puffer resuspen- 
diert. Nach einer erneuten Zentrif ugation wurden 320 /il des 
Uberstands wiederum abpipettiert , und das erhaltene gewaschene 
Pellet wurde direkt in einem Gammacounter gemessen, 

Bei der Messung der Standards aus dem TRAK-Assay® wurden die 
in Tabelle 1 wiedergegebenen Ergebnisse erhalten. Die zu- 
gehorige Standardkurve ist in Fig. 6 gezeigt . 

Die Patientenseren wurden jeweils in Doppelbestimmungen. 
gemessen, wobei aus den EinzelmeSwerten Mittelwerte gebildet 
wurden, die in Tabelle 2 eingegangen sind. Zum Vergleich wurden 
die gleichen Seren mit dem herkommlichen TRAK-Assay® gemessen. 
Die erhaltenen Ergebnisse sind ebenfalls in Tabelle 2 aufge- 
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f uhrt . Fig. 7 zeigt die Korrelation der nach dem herkommlichen 
TRAK-Assay® erhaltenen MeSwerte zu den MeEwerten, die unter 
Verwendung des immobilisierten rekombinanten TSH-Fusions- 
rezeptors erhalten wurden. 

Fig. 8 zeigt die Ergebnisse der Messungen von Seren von 
Norma lpatienten und Morbus Basedow-Patienten in einer graphi- 
schen Daretellung. Die Gruppe der Morbus Basedow-Patienten lafit 
sich klar von der Gruppe der Normalpatienten unterscheiden. 

Es zeigt sich somit, dafi es erstraals gelungen ist, die 
Bestimmung von TSH-Rezeptor Autoantikorpern, wie sie fur den 
Morbus Basedow charakteristisch sind, und unter Verwendung 
eines funktionalen immobilisierten TSH-Rezeptors durchzufuhren . 
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Tabelle 1 



Staridardkurve unter Verwendung eines Ni-NTA-Agarose-gekoppelten 
rekombinanten TSH- Fus ionsrez ep tors 



STANDARD 


Konzentration 


CPM 


B/BO 


(aus TRAK-Assay®) 






SO 


0 


2103,1 


100 


SI 


5 


1957, 3 


93, 1 


S2 


15 


1727,6 


82, 1 


S3 


45 


1419,8 


67, 5 


S4 


135 


899,4 


42, 8 


S5 


405 


564,5 


26,8 



Tabelle 2 



Vergleichende Bestimmung von TSH-Rezeptor-Autoantikorpem 
unter Verwendung des TRAK-Assay® sowie unter Verwendung 
des immobilisierten rekombinanten TSH-Fusionsrezeptors 



Morbus Basedow Patienten Kontrollgruppe 



TRAK 


rek . TSHr 


TRAK 


rek . TSHr 


176, 5 


772,3 


5,1 


5,3 


149,3 


1164,8 


1,1 


6,7 


38,6 


73, 9 


6,0 


9,2 


55,1 


96,6 


1,8 


8,3 


24, 3 


53,6 


4,7 


4,8 


79, 6 


237,6 


5,2 


6,8 


104, 6 


385,2 


3,9 


8,7 


142, 4 


359,1 


3,1 


6,8 


189,0 


1529, 5 


3,6 


5,2 


360, 7 


1788, 3 


3,3 


6,6 


22, 6 


67, 7 


1,1 


7,1 


133,4 


627,4 


7,6 


6,5 


81, 7 


168,7 


3,4 


8,2 


100, 2 


668, 8 


3,7 


6, 9 


121, 9 


771, 2 


5,8 


1,5 


45, 1 


142, 4 


1,8 


5/7 


16, 0 


18, 9 


1,5 


5,5 


23, 7 


97, 2 


5,2 


3,8 






2,5 


7,1 






4,5 


5,5 






5,1 


7,7 






2,5 


6,2 






3,4 


5,8 






5,5 


4,4 
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B. Herstelluna und Priifunq eines biotinvlierten TSH- Fusions - 
rezeptors (TSHR-BIO) 

Herstellung eines urn biotinylierte BCCP- Sequenz en verlangerten 
TSH-Rezeptor fragments 

1. Anfugung von BCCP-Sequenzen an eine TSH-Rezeptor cDNA 

Es wurde mit einem Plasmid pSKl gearbeitet, das die Sequenz fur 
die 87 Aminosauren umfassende C-terminale Domane der Biotin- 
Carboxyl- Carrier- Protein (BCCP) Untereinheit einer prokaryonti- 
schen Acetyl -CoA- Carboxylase, und zwar der aus E.coli, enthalt. 
Diese Sequenz wurde auf an sich bekannte Weise {vgl . auch oben 
unter A.l.) nach der PCR-Technik unter Verwendung der Primer 
P10 (der eine Stelle fur die Restriktase BstEII enthalt) und 
Pll (der ein Stopcodon und eine Stelle fur die Restriktase 
BamHI enthalt) vervielf altigt , wobei ein BstEII/BamHI PCR- 
Fragment erhalten wurde. Das Plasmid p7 , 5K131-TSHR-FLAG-6HIS 
(vgl. oben A. 3.) wurde mit den Restriktasen BstEII und BamHI 
geschnitten. Dabei wurde ein BstEII/BamHI -Fragment erhalten, 
das auch 3 9 Aminosauren vom C-Terminus der cDNA des TSH- 
Rezeptors enthielt. Dieses BstEII/BamHI -Fragment wurde aus dem 
letztgenannten Plasmid entfernt und durch das o.g. BstEII/- 
BamHI -PCR- Fragment ersetzt, und es wurde auf diese Weise das 
neue Plasmid p7 , 5K131-TSHR-BIO erhalten. 

Die relevante Nukleotidsequenz wurde nach dem Sanger -Verfahren 
bestatigt. Das erhaltene Plasmid enthalt die Sequenz fur die 
N-terminalen 725 Aminosauren des hurnanen. TSH-Rezeptors (ohne 
die eine C-terminale Teilsequenz des naturlichen Rezeptors, der 
in vollstandiger Form 764 Aminosauren umfaBt) in Verkniipfung 
mit der 87 Aminosauren umfassenden C-terminalen Domane der 
Biotin-Carboxyl-Carrier-Protein-Untereinheit der Acetyl-CoA- 
Carboxylase von E.coli. 
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2. Erzeugung von Vacciniavirus-Rekombinanten 

Die TSHR-BIO cDNA unter der Kontrolle des p7,5 Early/Late-Pro- 
motors wurde in das Genom des Vacciniavirus-Stammes Copenhagen 
vom Wildtyp durch homologe Re kombi nation in das Thymidinkinase 
(TK) Gen eingefiigt (Metzger et al, 1994) . Kurz gesagt wurden 
konf luente CV1 Zellen mit dem temperaturempf indlichen Vaccinia- 
Virus ts7 infiziert und mit Vaccinia-Virus DNA und dem 
p7, 5K131-TSHR-BIO-Konstrukt nach dem Calciumphosphat-Verf ahren 
transf iziert . Die Viren wurden 2 Tage spater geerntet, und die 
TK-negativen Rekombinanten wurden aus dem Stammvirus in zwei 
Durchgangen einer Plaque-Reinigung auf TK"143B-Zellen in 
Gegenwart von 0,1 mg/ml Bromdesoxyuridin selektiert. Rekom- 
binante Virus -Plaques wurden isoliert, und positive Klone 
wurden wie oben unter A. 4. durch Western Blot-Analyse auf den 
TSH-Rezeptor identif iziert . Die fiir die Bindungstests ben6tig- 
ten grofieren Mengen des Virus wurden in HeLa- Zellen herge- 
stellt . 

3 . Herstellung des TSH-Rezeptor-Extrakts 

Konf luente HeLa-Zellen in einer 75 cm 2 - Platte wurden mit 1 pfu 
rekombinantem Vaccinia-Virus pro Zelle infiziert und 24 Stunden 
bei 37°C inkubiert. Infizierte Zellen wurden mit PBS gewaschen, 
geerntet und bei 1200 U/min pelletiert . Die erhaltenen Zellen 
wurden in 0,3 ml Puffer A (10 mM Tris-HCl, pH 7,6, 50 tnM NaCl, 
1 % Triton X10Q, 10 % Glycerol, Protease-Inhibitoren) einer 
Lyse durch Einf rieren/Auf tauen und eine Inkubation fiir 30 
Minuten bei 4°C unterzogen. Die Suspension wurde bei 30,000 g 
fiir 1 Stunde zentrif ugiert , und der Uberstand (etwa 8 mg/ml 
Gesamtprotein) lieferte die TSH-Rezeptor-Praparation . 

Bindungsassay fiir 125 I-TSH und Morbus Basedow-Autoantikorper 

Unf raktionierte Seren von gesunden Individuen und Patienten mit 
Basedow-Schilddruseniiberf uhktion verschiedenen Grades wurden 
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zur Untersuchung der Bindung von Autoantikorpern an den 
biotinylierten TSH-Rezeptor verwendet . Der Bindungsassay wurde 
in einem Ge s am tvo lumen von 210 ^il durchgef iihrt , das sich aus 
50 fil TSH-Rezeptorextrakt, 50 fxl entweder Nullstandardserum 
5 oder Testserum, 10 fil Streptavidin-Agarose im Gleichgewicht mit 

Puffer A und 100 pi L25 ~TSH (etwa 20.000 cpm) zusammensetzte . 
Die Mischung wurde zwei Stunden bei Raumtemperatur unter 
anhaltendem Durchmischen inkubiert,. mit 0,3 ml Puffer A unter 
Zentrifugation gewaschen, und die Gammas trahlung im Pellet 
10 wurde gezahlt. Die unspezif ische Bindung wurde in Gegenwart von 

10" 7 M TSH bestimmt, und sie betrug weniger als 10 der 
Gesamtbindung. 

Kontrollmessungen, die die Bindung von 12S ~I-TSH und von Patien- 
15 ten-Autoantik6rpern an einen solubilisierten porcinen TSH- 

Rezeptor betrafen, wurden unter Verwendung des TRAK Assay® 
(Brahms Diagnostica GmbH) im Einklang mit den Anweisungen des 
Herstellers durchgefuhrt . 

20 Ergebnisse 

Es wurde gezeigt, daS die verwendete C-terminale prokaryonti- 
sche BCCP-Domane eine effektive posttranslationale Biotinylie- 
rung des TSHR-Fusionsproteins , das ein funktionales Fragment 

2 5 des vollstandigen natiirlichen TSH-Rezeptors enthalt, auch bei 

einer Expression in tierischen Zellen (HeLa- Zellen) gewahr- 
leistet. Der neue Fusionsrezeptor TSHR-BIO konnte unter 
Verwendung des Vaccinia -Virus -Expressionssyst ems exprimiert 
werden. HeLa -Zellen, die mit dem rekombinanten Virus infiziert 

3 0 wurden , erzeugten gro&e Mengen des biotinylierten TSH-Rezeptors 

in einer Grofienordnung von 120.000 Molekiilen pro Zelle. Dieser 
Wert ist um ein bis zwei GroSenordnungen groSer als die Anzahl 
von TSH-Rezeptoren in Schilddrusenzellen und ist vergleichbar 
mit der Rezeptorzahl der besten bisher bekannten stabil 
35 transf izierten Saugetierzellklone . Der unter Verwendung des 

rekombinanten Vacciniavirus hergestellte Fusionsrezeptor TSHR- 
BIO erwies sich als vollstandig funktional, d.h. er band TSH 
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mit einer Dissoziationskonstanten von 2,2 ± 0,1 x 10' 10 M. 
Das exprimierte Protein war mit hoher Effizienz biotinyliert , 
und wenigstens 80 % des rekombinanten Rezeptors TSHR-BIO wurden 
an Streptavidin gebunden. Der an Streptavidin-Agarose immobili- 
sierte TSHR-BIO-Rezeptor wurde zum Nachweis von die TSH-Bindung 
an den TSH-Rezeptor der Schilddruse inhibierenden Immunglobuli- 
nen in unf raktionierten Seren verwendet . Es bestand eine hohe 
positive {Correlation zwischen den bei diesem Assay erhaltenen 
Ergebnissen und den mit dem komraerziell erhaltlichen TRAK 
Assay® (Brahms Diagnostica GmbH) erhaltenen Ergebnissen, der 
mit einem solubilisierten porcinen TSH-Rezeptor arbeitet (r = 
0,85; P < 0,0001, 62 Seren). 

Die Ergebnisse zeigen erstmalig einen festphasengebundenen 
biotinylierten TSH-Rezeptor, der eine Teilsequenz des voll- 
standigen humanen TSH-Rezeptors enthalt und bezuglich der 
Bindung von TSH und von pathologischen Autoantikorpern voll 
funktional ist, so daS er fur ein neues, praktisches Verfahren 
fur die Diagnose von Autoimmun-Hyperthyreose geeignet ist. 
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Patentanspruche 

1. Rezeptorbindungsassay zur Bestimmung von TSH-Rezeptor - 
Autoantikdrpern in einer biologischen Probe, 

bei dem man die Probe in einer Reaktionsmischung gleichzeitig 
oder nacheinander rait einer TSH-Rezeptor- Preparation sowie 
wenigstens einem von (i) einem Kompetitor und (ii) einem Mittel 
fur die Abtrennung des TSH~Rezeptors und der daran gebundenen 
Bestandteile der Reaktionsmischung von der fliissigen Phase 
umsetzt, wobei einer der genannten Bestandteile der Reaktions- 
mischung markiert oder selektiv markierbar ist, und bei dem man 
den durch Bindung der zu bestimmenden Autoantikorper und/oder 
des Kompetitors an die TSH-Rezeptor- Preparation gebildeten 
Komplex von der fliissigen Reaktionsmischung abtrennt und aus 
der Menge der Markierung in dem genannten Komplex auf die 
Anwesenheit und/oder Menge der zu bestimmenden Autoantikorper 
zuruckrechnet , 

dadurch gekennzeichnet, dafi man als TSH-Rezeptor- Preparation 
eine Preparation eines rekombinanten TSH-Fusionsrezeptors 
verwendet, der gegeniiber einem funktionalen TSH-Rezeptor urn 
einen Peptidrest verlSngert ist, wobei dieser Peptidrest (i) 
eine Markierung aufweist oder selektiv markierbar ist und/oder 
(ii) durch Bindung an einen selektiven Bindungspartner 
immobilisiert oder immobilisierbar ist f ohne daS die fur den 
Rezeptorbindungsassay erf order liche Funktionalitat des TSH- 
Rezeptors signifikant beeintrachtigt ist. 

2. Rezeptorbindungsassay nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet; date der Peptidrest eine Lange von bis zu 600 Amino- 
sauren, inbesondere von 6 bis 200 Aminosauren, aufweist. 

3. Rezeptorbindungsassay nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafe der Peptidrest ein C-terminaler Peptidrest ist. 



4. Rezeptorbindungsassay ' nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 
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dadurch gekennzeichnet , da£ der selective Bindungspartner ein 
Metallchelatharz, ein Antikorper oder ein Bindungspartner eines 
der Bindungspaare Biotin/Avidin oder Biotin/Streptavidin ist . 

5. Rezeptorbindungsassay nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daS der Peptidrest wenigstens einen Peptidrest- 
abschnitt enthalt, der ausgewahlt ist aus dem sogenannten FLAG- 
Oktapeptid und einem 6His-Peptid, und da£ der immobilisierte 
selektive Bindungspartner ein selektiver Antikorper gegen das 
FLAG-Oktapeptid oder ein mit dem 6His-Peptid reagierendes 
Metallchelatharz ist. 

6. Rezeptorbindungsassay nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS das Metallchelatharz Ni-NTA- Agarose ist. 

7. Rezeptorbindungsassay nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dafi der Peptidrest eine posttranslational 
biotinylierte Aminosauresequenz eines Biotin-Enzyms umfaBt. 

8. Rezeptorbindungsassay nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die posttranslational biotinylierte Aminosaure- 
sequenz eines Biotin-Enzyms die 87 Aminosauren umfassende C- 
terminale Domane der Biotin-Carboxyl -Carrier-Protein-Unterein- 
heit einer prokaryontischen Acetyl -CoA- Carboxylase ist. 

9. Rezeptorbindungsassay nach Anspruch 7 oder 8, dadurch 
gekennzeichnet, daS der selektive Bindungspartner Streptavidin- 
Agarose ist . 

10. Rezeptorbindungsassay nach einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daS der selektive Bindungspartner an 
eine Mikrof estphase gebunden oder als Beschichtung eines Test- 
rohrchens oder einer Mikrotiterplatte vorliegt. 

11. Rezeptorbindungsassay.. nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, da£ der rekombinante TSH-Fusionsrezep- 
tor durch Expression der cDNA eines funktionalen humanen TSH- 
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Rezeptors, die urn eine fur den Peptidrest codierende DNA- 
Sequenz verlangert und in das Genom eines rekombinanten Vacci- 
niavirus inseriert war, in mit dem rekombinanten Vacciniavirus 
infizierten Warmbluterzellen hergestellt wurde . 

12. Rezeptorbindungsassay nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Warmbluterzellen HeLa-Zellen sind. 

13. Rezeptorbindungsassay nach einem der Anspriiche 1 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet , daB die zu bestimmenden Autoantikorper 
rezeptorstimulierende Autoantikorper sind, deren Auftreten in 
einem Humanserum fur den Morbus Basedow charakteristisch ist . 

14. Rekombinanter -TSH-Fusionsrezeptor, der die Aminosaurese- 
quenz eines funktionalen humanen TSH-Rezeptors aufweist, die 
urn einen Peptidrest verlangert ist, der markiert oder markier- 
bar und/oder immobilisiert oder immobilisierbar ist, ohne daS 
die Bindungsf ahigkeit des TSH-Rezeptors gegenuber TSH oder TSH- 
Rezeptor-Autoantikorpern beeintrachtigt ist. 

15. Rekombinanter TSH-Fusionsrezeptor nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, daS er an seinem C-Terminus einen 
Peptidrest aufweist, der wenigstens das FLAG-Oktapeptid 
und/oder einen 6His- Peptidrest enthalt. 

16. Rekombinanter TSH-Fusionsrezeptor nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, da£ er an seinem C-Terminus einen 
Peptidrest in Form einer posttranslational biotinylierbaren 
Aminosauresequenz einer Biotin-Carboxyl-Carrier-Protein- 
Untereinheit eines Biotin-Enyzyms enthalt. 

17. Rekombinanter TSH-Fusionsrezeptor nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet, daS die posttranslational biotinylier- 
bare Aminosauresequenz die 87 Aminosauren umfassende C- 
terminale Domane der Biotin^Carboxyl-Carrier-Protein-Unterein- 
heit einer prokaryont ischen Acetyl -CoA- Carboxylase ist. 
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18. Rekombinanter TSH-Fusionsrezeptor nach Anspruch 15, 
dadurch gekennzeichnet, daiS er an seinem C-Terminus nur um das 
FLAG-Oktapeptid und einen benachbarten endstandigen 6His -Pep- 
tidrest verlangert ist. 

19 . Rekombinanter TSH-Fusionsrezeptor nach einem der Anspriiche 
14 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dafi er durch Expression 
einer cDNA-Sequenz eines funktionalen humanen TSH-Rezeptors, 
die um eine fur den Peptidrest codieren.de DNA-Sequenz ver- 
langert ist und in das Genom eines rekombinanten Vacciniavirus 
inseriert ist, in mit dem rekombinanten Vacciniavirus infizier- 
ten Warmbluterzellen, insbesondere HeLa-Zellen, hergestellt 
wurde . 

20. Vacciniavirus, in dessen Genom am Ort des Thymidinkinase- 
gens eine DNA-Sequenz exprimierbar inseriert ist, die fur den 
humanen TSH-Rezeptor sowie einen diesen verlangernden Pepti- 
drest codiert . 

21. Vacciniavirus nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die fur den Peptidrest codierende DNA fur das FLAG-Okta- 
peptid sowie einen C-terminalen 6His-Peptidrest codiert. 

22. Vacciniavirus nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, 
daS die fur den Peptidrest kodierende DNA eine fur eine 
posttranslational biotinylierbare Biotin-Carboxyl-Carrier- 
Protein-Untereinheit eines prokaryontischen Biot in- Enzyms , ins- 
besondere fur die 87 Aminosauren umfassende C-terminale Domane 
der Biotin-Carboxyl-Carrier-Protein-Untereinheit der Acetyl - 
CoA- Carboxylase von E. coli, kodierende cDISTA ist. 

23. Rezeptorbindungsassay sur Bestimmung von physiologisch 
wirksamen Analyten in Form von Hormonen oder Autoantikorpern, 
die in einem Organismus durch Wechselwirkung mit einem zell- 
membranstandigenG-Protein-gekoppeltenGlykoproteinrezeptor die 
normalen physiologischen Hormonwirkungen auslosen oder diese 
blockieren, in einer bioiogischen Probe, bei dem man die Probe, 
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die den zu bestimmenden Analyten enthalt, in einer Reaktions- 
mischung gleichzeitig oder nacheinander mit einer Preparation 
des betreffenden Rezeptors sowie wenigstens einem von (i) einem 
Kompetitor und (ii) einem Binder fur den Analyten oder den 
Rezeptor umsetzt, wobei einer der genannten Bestandteile der 
Reaktionsmischung markiert oder selektiv markierbar ist, und 
bei dem man die durch Bindung des Analyten und/oder des Kom- 
petitors an die Rezeptorpraparation gebildeten Komplexe vom 
Rest der Reaktionsmischung abtrennt und aus der Menge der 
Markierung in dem genannten Komplex auf die Anwesenheit 
und/oder Menge des zu bestimmenden Analyten in der Probe 
zuruckrechnet , 

dadurch gekennzeichnet , dafi man als Rezeptorpraparation eine 
durch Rekombinationsverfahren hergestellte funktionale Fusions- 
rezeptor- Preparation verwendet, die aus einem Fusionsrezeptor 
besteht oder einen solchen Fusionsrezeptor enthalt, der 
gegeniiber dem naturlich vorkommenden Rezeptor urn einen c- 
terminalen Peptidrest verlangert ist, wobei der Peptidrest (i) 
eine Markierung aufweist oder selektiv markierbar ist und/oder 
(ii) durch Bindung an einen immobilisierten selektiven Bin- 
dungspartner immobilisiert oder immobilisierbar ist, ohne daS 
die fur den Rezeptorbindungsassay wesentliche Rezeptorf unktio- 
nalitat beeintrachtigt ist. 

24. Rezeptorbindungsassay nach Anspruch 23, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ der Rezeptor ausgewahlt ist aus rekombinanten 
FSH- oder LH/CG-Rezeptoren und der Peptidrest bis zu etwa 6 0 
Aminosauren urnEaSt . 

25. Rezeptorbindungsassay nach Anspruch 24, da& der Peptid- 
rest wenigstens einen Peptidrestabschnitt enthalt, der ausge- 
wahlt ist aus dem FLAG-Oktapeptid und einem 6His-Peptid, und 
daft der immobilisierte selektive Bindungspartner ein selektiver 
Antikorper gegen das FLAG-Oktapeptid oder ein mit dem 6His- 
Peptid reagierendes Metallchelatharz , insbesondere Ni-NTA- 
Agarose, ist. 
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26. Reagenziensatz zur Durchf uhrung eines Rezeptorbindungs- 
assays nach einem der Anspriiche 1 bis 13 bzw. 23 bis 25, 
dadurch gekennzeichnet , da£ er, neben weiteren iiblichen 
Komponent en eines entsprechenden Reagenziensatzes , Testrohrchen 
umfaSt, deren Wande beschichtet sind entweder mit (i) einem 
Metallchelatharz, an das iiber einen geeigneten Peptidrest ein 
funktionaler rekombinanter Fusionsrezeptor, insbesondere ein 
rekombinanter TSH-Fusions-Rezeptor nach einem der Anspriiche 15, 
18 oder 19 gebunden ist, oder (ii) Streptavidin-Agarose, an die 
ein rekombinanter TSH-Fusions-Rezeptor nach einem der Anspriiche 
16, 17 oder 19 gebunden ist. 

27. Reagenziensatz nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, 
daS das Metallchelatharz Ni-NTA- Agarose ist und der Peptidrest 
einen endstandigen 6His- Peptidrest enthalt. 



